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Проведен сравнительный анализ результатов выявления метастазов рака в лимфатические узлы с помощью методики одно-
этапной амплификации нуклеиновых кислот (one-step nucleic acid amplification, OSNA) и посредством морфологических методов. 
Показаны сопоставимые чувствительность и специфичность OSNA и гистологического исследования лимфатического узла.
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Application of loop-mediated isothermal amplification of DNA for diagnosis of prostate cancer micrometastases in the lymph nodes
M.Yu. Shkurnikov, A.A. Zotikov, M.M. Belyakov, K.M. Nushko, K.A. Fomicheva,  
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A comparative analysis of the results of diagnosis of cancer metastases in the lymph nodes using a method of one-step nucleic acids amplifica-
tion (OSNA) and morphological methods was performed. Comparable sensitivity and specificity of OSNA and histological examination 
of a lymph node were observed.
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Введение
Заболеваемость раком предстательной железы 
(РПЖ) как в России, так и в мире неуклонно растет. 
Так, в России в 2015 г. зарегистрированы 38 042 новых 
случая РПЖ [1].
Один из основных методов лечения больных РПЖ – 
радикальная простатэктомия (РПЭ). Тазовая лимфаден-
эктомия (ТЛАЭ) у пациентов с РПЖ считается важным 
диагностическим этапом при проведении как хирурги-
ческого, так и лучевого лечения. Основная цель ТЛАЭ 
заключается в оценке состояния тазовых лимфатиче-
ских узлов (ЛУ). Метастатическое поражение ЛУ у боль-
ных РПЖ является неблагоприятным прогностическим 
фактором, связанным с существенным уменьшением 
показателей безрецидивной и общей выживаемости па-
циентов. Тем не менее показано, что у больных с нали-
чием микрометастазов в ЛУ или минимальной плот-
ностью метастатического поражения выполнение РПЭ 
и расширенной ТЛАЭ может способствовать увеличе-
нию показателей выживаемости [2].
Согласно данным Американской ассоциации уро-
логов расширенную ТЛАЭ проводят более чем 75 % 
пациентов при выполнении РПЭ [3]. Европейская 
ассоциация урологов рекомендует расширенную 
ТЛАЭ более чем в 20 % случаев при РПЭ. Решение 
о необходимости проведения расширенной ТЛАЭ 
принимается с использованием номограмм, которые 
учитывают стадию рака, уровень простатического спе-
цифического антигена в крови и оценку биоптата 
по шкале Глисона. Чувствительность и специфичность 
лучших номограмм составляют примерно 80 %, 
что приводит к значительному числу как ложнополо-
жительных, так и ложноотрицательных результатов. 
В случае с ложноположительным результатом пациен-
ту проводится расширенная ТЛАЭ, которая может 
привести к развитию лимфоцеле, тромбоэмболиче-
ских осложнений и повреждению сосудисто-нервных 
пучков [4]. При ложноотрицательных результатах 
ТЛАЭ не выполняют пациентам с метастазами в ЛУ, 
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В ряде работ показано, что интраоперационное иссле-
дование сторожевых ЛУ помогает оценить наличие 
метастазов с более высокой точностью, чем оценка 
с помощью номограмм [5].
Срочное гистологическое исследование для обна-
ружения метастазов рака в ЛУ на замороженных срезах 
сопряжено с высокой вероятностью ошибки, а имен-
но с получением ложноотрицательного ответа, что 
в первую очередь связано с качеством срезов и особен-
ностью лимфоидной ткани. Дополнительный источ-
ник ложноотрицательных результатов – невозмож-
ность тотального изучения ЛУ при срочном 
исследовании в условиях ограниченного времени [5]. 
Показано, что экстенсивное изучение ЛУ при плано-
вом исследовании на серийных или пошаговых срезах 
с использованием иммуногистохимических реакций 
повышает частоту выявления метастазов и / или изо-
лированных опухолевых клеток. Однако такой подход 
связан с увеличением затрат при относительно низком 
росте диагностических показателей [6].
Описаны подходы к обнаружению метастазов 
с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в реальном времени с обратной транскрипцией [7]. 
При этом одним из наиболее чувствительных диагно-
стических показателей наличия метастазов рака в ЛУ 
является матричная РНК (мРНК) гена KRT19, коди-
рующего кератин 19. Для быстрого обнаружения 
мРНК гена KRT19 в ЛУ была разработана методика 
одноэтапной амплификации нуклеиновых кислот 
(one-step nucleic acid amplification, OSNA), включаю-
щая лизирование ЛУ с последующим проведением 
модифицированной ПЦР, петлевой изотермической 
амплификации (loop-mediated isothermal amplification, 
LAMP) с обратной транскрипцией [8].
LAMP, лежащая в основе OSNA, – быстрый, чувст-
вительный и недорогой метод амплификации нуклеи-
новых кислот в изотермических условиях. Он был 
разработан и впервые описан в 2000 г. В ходе реакции 
используются 4 специфических праймера для узнава-
ния 6 локусов целевого участка нуклеиновой кислоты 
и Bst-полимераза. Благодаря этим 2 особенностям ре-
акция протекает быстро, высокоспецифично, не тре-
бует нагревания до высоких температур для плавления 
двухцепочечной ДНК и применения специализиро-
ванной и дорогостоящей техники, такой как термоци-
клеры. Эффективность LAMP выше эффективности 
стандартной ПЦР, так как синтез идет одновременно 
в нескольких точках таргетного участка [9]. Была пред-
ложена модификация протокола LAMP с введением 
еще одной пары так называемых петлевых праймеров, 
которые позволяют еще больше увеличить скорость 
амплификации, что дает возможность детектировать 
продукт уже через 10–15 мин от начала реакции [10]. 
Таким образом, использование метода OSNA могло бы 
стать альтернативой интраоперационному гистологи-
ческому исследованию сторожевых ЛУ с последую-
щим обязательным плановым исследованием остав-
шейся ткани.
Цель исследования – сравнительный анализ ре-
зультатов выявления метастазов рака в ЛУ с помощью 
OSNA и посредством морфологических методов.
Материалы и методы
В исследование были включены ЛУ размером 
4–12 мм. Они доставлялись в отделение онкоморфо-
логии в кратчайшие сроки, непосредственно сразу по-
сле их удаления. ЛУ разрезали по длине пополам.
Первую половину использовали для определения 
метастатического статуса методом OSNA. Транспорти-
ровку и хранение осуществляли в криопробирке 
на льду. Между нарезкой ЛУ и началом выполнения 
OSNA проходило не более 20 мин или не более 20 мин 
до заморозки образца в жидком азоте для длительного 
хранения.
Вторую половину ЛУ использовали для морфоло-
гического исследования: после фиксации в формалине 
и заливки в парафин делали серию срезов тол щиной 
0,2 мм. Полученные срезы окрашивали гематоксили-
ном и эозином для стандартной морфологической 
оценки. Положительными считали ЛУ, в которых об-
наруживали микро- и / или макрометастазы.
OSNA проводили в соответствии с ранее опубли-
кованной методикой [8]. Перед исследованием участ-
ки ЛУ помещали в пробирку объемом 15 мл. В каждую 
пробирку добавляли по 6 мл лизирующего буфера, 
затем образец гомогенизировали с помощью 
TissueRuptor (Qiagen, Германия) около 90 с до получе-
ния однородной массы. Далее 1 мл полученного гомо-
генизата переносили в пробирку 1,5 мл и центрифуги-
ровали 10 мин при 10 тыс. rcf при комнатной 
температуре. Затем 2 мкл жидкости из верхней водной 
фазы использовали для дальнейшей постановки 
LAMP. После центрифугирования сверху над водной 
фазой может образоваться достаточно плотный жиро-
вой слой. Важно избегать попадания его частиц в ре-
акцию. В стандартную смесь для LAMP [8] добавляли 
краситель SYBR Green I для детекции уровня флуорес-
центного сигнала в реальном времени. Амплифика-
цию проводили при температуре 63,0 °C в течение 
15 мин. В качестве положительного контроля приме-
няли стандартный образец, содержащий мРНК гена 
KRT19, в качестве отрицательного контроля – образец, 
содержащий 0 копий / мкл мРНК гена КRT19.
Результаты
Проведен анализ 138 ЛУ от 21 пациента. Средний 
возраст больных (± стандартное отклонение) составил 
62,0 ± 7,7 года;  средний уровень простатического спе-
цифического антигена – 27,2 ± 27,2 нг / мл. Всего в ис-
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1 (2,1 %) со стадией T2b, 22 (45,8 %) со стадией T2c, 
5 (10,4 %) со стадией T3a и 18 (37,5 %) со стадией T3b. 
Среднее время проведения OSNA составило 40 мин. 
У всех больных по данным предоперационного обсле-
дования метастатического поражения ЛУ не выявлено.
Для каждого из ЛУ провели морфологическое ис-
следование и OSNA. Морфологическое исследование 
рассматривали в качестве референсного. Часть ЛУ со-
держала макрометастазы, определяемые даже при ис-
пользовании объектива с увеличением 10 (рис. 1). В ря-
де ЛУ обнаруживались микрометастазы, различимые 
при применении объектива с увеличением 40 (рис. 2).
Всего по данным морфологического исследования 
выявили 120 ЛУ без признаков метастазов и 18 ЛУ 
с микро- и / или макрометастазами: у 10 пациентов бы-
ли только отрицательные ЛУ, у 10 больных – отрица-
тельные и положительные, у 1 пациента – только по-
ложительные. Метод OSNA определил экспрессию 
гена KRT19 в 25 ЛУ (в 8 случаях, когда морфологиче-
ское исследование не показало наличия метастазов) 
и не определил экспрессии в 1 ЛУ, положительном 
по результатам морфологического исследования. Ре-
зультаты по остальным ЛУ совпали между LAMP 
и морфологическим исследованием. Чувствительность 
метода OSNA относительно морфологического иссле-
дования составила 94,4 % (17 / 18) при специфичности 
93,3 % (112 / 120).
Обсуждение
Использование метода OSNA позволило значи-
тельно ускорить интраоперационный анализ ЛУ 
при ТЛАЭ при сохранении чувствительности и специ-
фичности на уровне стандартного морфологического 
исследования срезов парафинового блока ЛУ с окра-
ской гематоксилином и эозином. Так, в гистологичес-
ком исследовании 6803 ЛУ больных РМЖ были про-
демонстрированы чувствительность и специфичность 
89,3 и 94,8 % соответственно [5]. Ведутся исследова-
ния применения OSNA при других злокачественных 
патологиях, таких как рак желудка [11], легкого [12], 
щитовидной железы [13]. Чувствительность метода 
для определения метастазов в ЛУ в данных исследова-
ниях варьирует от 81,8 до 88,9 %, а специфичность – 
от 87,5 до 100 % [14].
Среднее время проведения OSNA составляет 
40 мин, что делает возможным применение метода 
для интраоперационной диагностики макро- и микро-
метастазов в ЛУ. Необходимо отметить, что в отличие 
от морфологического исследования при использовании 
метода OSNA оценивается целый ЛУ, а не серия срезов.
Необходимы дальнейшие исследования для опре-
деления порогового количества копий мРНК гена 
KRT19 при принятии решения о необходимости вы-
полнения расширенной ТЛАЭ при РПЖ.
Заключение
РПЭ без проведения расширенной ТЛАЭ может 
избавить от развития множества интраоперационных 
и постоперационных осложнений. Поэтому очень 
важно определять необходимость выполнения расши-
ренной ТЛАЭ как можно точнее. Полученный в дан-
ной работе результат свидетельствует о том, что OSNA 
может стать «золотым стандартом» диагностики мета-
стазов в ЛУ при РПЖ вместо стандартного метода 
срочного гистологического исследования.
Рис. 1. Макрометастазы рака в лимфатический узел (×10)
Fig. 1. Cancer macrometastases in a lymph node (×10)
Рис. 2. Микрометастазы рака в лимфатический узел (×40)
Fig. 2. Cancer micrometastases in a lymph node (×40)
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